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山 本 靖 彦
糖尿病 で は膵癌発症の 相対危険率が高い こ と が 以前よ り知 られ て い る が ′ そ の 分子的基礎
に つ い て は 未だ 明 らか で ほ な
い . 本研究で 著者 ほ よ 高血糖状態で 促進的に 形成 され る後知糖化反応生成物(adv a n c ed glyc atio n endpr odu
cts, AGE) が ヒ ト
膵腺癌由来培養細胞 M ia PaCa-2 の 増殖脚 こ どの よう な影響を及ぼすか を 検討 した ･ そ の 結果 , A G E-ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
(A G E-bo vin e s e rurn albumin, A G E-B S A)ほ M ia PaCa-2 細胞の 【
3H] チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 濃度に依存 して 増大 させ , 1pg/
ml で ほ D NA 合成 を約25% 促進させ た . A G E ほま た , 時間依存性 に M ia PaCa-2 細胞 の 生細胞数を増加 させ た ･
- jf, コ ン
ト ロ ー ル と して 用 い た 非糖化 BS A は M ia PaCa-2 細胞の D N A合成や細胞数に は ほ と ん ど影響 を及ぼ さな か っ た ･ 筆者は ,
こ の A G Eに よる膵癌細胞の増殖 を促がす主 た る 因子が血 小板由来増殖因子 B(platelet
-deriv ed gr o wth fa ctor-B･ P D G F-B)で
ぁる こ とを 結論づける証拠も待た ･ すなわ ち , A G E ほ添加後約 2時間で M ia PaCa
-2 細胞 の P D G F-B m RN A含量を約6■5倍
に 増大 させ る こ と , A G Eに よ る M ia PaCa
-2 細胞の D N A合成促進効果が培地 に 添加 した 抗 ヒ ト P D G F
-B B抗体 に よ り完全
に消失する こ とで ある. 筆者ほ さ ら に , A G Eに よ る膵癌細胞増殖促進 に A G E を特異的 に 認識す
る細胞表面 レ セ プ タ ー
(re c epto rforA G E, R A G E) が機能的に 関わ っ て い るか どうか を 明らか に する た め , R
AGE m R N Aに 相補的な ホ ス ホ ロ チ オ
ェ ー ト 塾ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを化学合成 し M ia PaCa-2 細胞 の 培地中 に 投与 した ･ そ の 結果 ･ A G Eに よ る M ia
paca-2 細胞 の D N A合成促進効果な らび に P D G F
-B 遺伝子発現誘導効果は RA G Eア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで ほ ぼ
完全に抑制 され た . 以上 よ り , A G E は R A GE に よ っ て認識 され た 乱 P D G FTB の 産生を冗進 させ , P D G F
-B の オ ー ト ク リ
ン作用を 介 して M ia PaCむ2 細胞 の 増殖を促進するもの と考 え られ た ･ こ れ らの 知見か ら , 糖尿病状態 ほ膵癌
の 増殖進展に 原
因的に関わ りう ると 推定 され , AG E が膵癌発症進展 の 危険因子の
一 つ とな る と 考え られ た ･
Key w o rds advanced glyc ation endproducts (A G E), re C eptOr for A G E(R A G E), pa nC re atic
ca n c er, a ntis e ns e oligodeoxyribon ucleotides, Plateleトderiv ed gro wth factor
(P D G F)
191 2年 メ イ ラ ー ドは ブ ドウ糖な どの 還元糖 と ア ミ ノ 酸を 混合
して 加熱す る と黄褐色 の 物質が形成 され る こ と を 報告 した
l)
･
以来 , 還元糖 と ア ミ ノ 酸 また は蛋白質の ア ミ ノ 基 との 非酵素的
反応ほ メ イ ラ ー ド反応 と呼ば れ生体内に お い て も普遍的 に 起 こ
りうる こ とが 知 られ て きた
2)
. 現在 , 糖尿病患者の 血 糖 コ ン ト
ロ ー ル の 指 標と して 広く用 い られ て い る ヘ モ グ ロ ビ ン Al｡ は ,
ブ ドウ糖 と ヘ モ グ ロ ビ ン蛋 白との 間の メ イ ラ
ー ド反応 の 結果生
じる初期段階反応物(ア マ ドリ化合物) と考え られ て い る ( 図
1)2)ユ). そ の 乱 ア マ ドリ化合物ほ緩徐に でほ あ るが , 脱 れ 重
合な どの 複雑 な反応 を経て特有の 蛍光を持 つ 黄褐色 の 物質 , 後




こ の ア マ ドリ 化合物以降 の 反応 ほ 不 可 逆的 と さ
れ , 近年 , 糖尿病状態に お い て 促進的に形成 され る A G E が
様 々 な細胞 の 機能に影響を及ぼ し , 糖尿病性細小血管合併症 の
進展に深く関わ っ て い るこ とが 明 らか に さ れ て きて い る
ら)
･ 最
近 , 腎 細 胞 癌 に お い て も A G E が イン タ ー ロ イ キ ン 6
(interle ukin-6,I L-6) の 産生を介 して 腫瘍の 増殖 に 関わ る こ と が
報告され た
6)
..しか し, A G E が他の 腫瘍の 増殖 に どの よう な影
響を与え るか に つ い て は 不 明で ある .
最近の 疫学調査 に お い て糖尿病が契煙 と並 ん で 独立 した 膵癌
発症進展の 重要 な危険因子 で ある こ と が 報告 され た が
7}
, 糖尿
病状態が どの よ うに 膵癌 の 発症や進展に 関わ る か に つ い て ほ ほ
と ん ど明 らか で は ない . そ こ で 本 研究 で は , 糖尿病状態 で 形
成∴蓄積 され る A G Eと それ を 認識す る細胞表面 レ セ プ タ
ー
(r ec eptorforA G E,R A G E)が膵癌細胞 の 増殖に 及ぼ す影響 に つ
い て 検討 した .
材料および方法
Ⅰ . AGE の調製
ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン (bo vin e se r u m albumin, BS A)(ア ル ブミ
ン フ ラ ク シ ョ ソ Ⅴ 脂肪酸フ リ ー 低 エ ン ド ト キ シ ソ , Bo ehringer
M a n nheim Gmb H, Ger ma ny)を 500mM グル コ ー ス を 含有する
10m M 燐酸緩衝生理食塩水 (pho sphate-buffer ed s alin e, PB S)
(pH 7.4) と37 ℃ で 6週間培養 した
5}
. そ の 軋 グ ル コ ー ス を 透析
平成 7年12月15日受付, 平成 8年1月22日受理
A bbre viatio ns :A G E, advanced glyc atio n endprodu cts; B S A, bo vin e s eru m albu min;IG F
- Ⅰ, in sulin like
gro wth fa ctor- I; P D G F, platelet-deriv ed gro wth facto r; P K C, pr Otein kin asら C; R AG E, r e C eptOrforA G
E;
R T-P C R, r e V e rSe tra nS Criptio n- P C R;S S P E, S alin e sodiu m phosphate ethyle nedia min etetra a cetic a cid; T C Al
trichroloac etic acid
後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞 の 増殖促進機構
に よ り除去 し , ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム C L-4B ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー (P ha r m a cia L K B, Up ps ala, Sw ede n) で AG E-
BS A を未反応 B S Aか ら分離作製 した . S D S-P A G Eで A G E
化を確認後
5)




Ⅰ . 細 胞
ヒ = 捧腺病由来培養細胞株 M ia PaCa-2細胞ほ ア メ リ カ ン タ
イ プ コ レ ク シ ョ ン (Am eric a n Type Co11e ctio n) (Rockville,
US A) か ら購 入 した . 細胞 ほ 1 0% 牛胎児 血清 (fetal bovin e
seru m, F B S) (Celr Cultur eLabor atories, Cle a v ela nd, U S A) を
含 む イ ー グ ル 最 小 必須 培 地 (Eagle
'
s minim al es se ntial
m ediu m, Eagle
l
s M E M)(日水製薬 , 東京)に て 5 % C O2 気相下
で維持 した .
Ⅲ . D N Aの 化学合成
1 . プ ライ マ ー お よび プ ロ ー ブ
R A G E, 血 小 板由来増殖因子 (platelet-deriv ed gro wth
fa ctor, P D G F) お よ び P D G F受容体 m R N A検 出用 プ ラ イ
マ ー
, プ ロ
ー ブ と して以下の オ リ ゴ デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オチ ド
を設計 し , フ ォ ス フ ァ ミ ダイ ド法 に よ り D N A合成装置 モ デ ル
392(Applied Bio syste m s, C A, U S A)を用 い て化学合成 した .
合成オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドは O P Cカ ラ ム (Applied
Bio syste m s) で精製 した , プ ライ マ ー の 塩基配列ほ以下 の 通 り
で あ る . R A G E-U (5
'
-A T G G A A A C T G A A C A C A G G C C-3
'
)
(cD N A塩基番 号 1 50-1 695)g)), R A G E-D(5
'
-C A C A C A T G T C C-
C C A C C T T A T-5
'
)(41 6-4355)9)), PD G F-A -U(5
'
-G A T G G T A C T-
G A T T T T C G C C G-3
'
) (cD N A塩基番号 296-31518)), P DGF-A-D
(5
'
- T C C A T G C C A C T A A G C A T G T GL3
'
)(590-60910)), P D G FLBvU
(5
'
- A G A T C G A G A T T G T G C G G A A G-3
'
)(cD N A塩基番号 581-
60011)), P D G FAB-D (5
'
-C CAC T C TG A T T C A C C T C T T C-3')
(1 600,161911)), P D G F-α-U (5
'
-CGA C A T C C AG A G A T C A C T C-
T-3
'
) (cD N A塩基番号 2393L241 212)), P DGF- α-D (5
'
-CC AGT-
G A A G T C T A C G A G A T C-3
'
) (2893-291 212)), P D G F-β- U (5
'
-
CT T C T G G A A G C T T T C T G C T C-3
'
) (cD N A塩基番号祖 3792L
38111u), PD G F-β-D (5
'
-G T A A A T G T G C C A G T G T G G A G-3
'
)
(4501-45201 u). プ ロ ー ブの 配 列 は R A G E-Ⅰ(5
'
-G C C G G A C A G-
A A G C T T G G A-3
'
)(167-1 849)), P DGFrA-I (5
'
-AG T C A G A T C-
CA C A G C A T C C G-3
'
) (493-512川)), P D G ト B-I(5
'
- A AT T C A AT
G C A CA C G C A T G A C-3
'
) (791-81 011)) で あ る . ヒ ト β-ア ク チ ン
Reve rsjble r e a ctio n s
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m R N Aに 対する プ ライ マ ー お よ び プ ロ 岬 ブ の 配 列ほ 文献1 4に
従 っ た .
Ⅳ . ア ン チセ ンス および セ ン ス オ リゴ ヌ ク レオ チ ド
ヒ ト R A GE m R N Aの 開始 コ ドン 近傍5
'
領域に 相補的な17塩
基 の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ ー ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オキ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド(5
'
一C A A C TG C T G T T C C G G C T-3
'
) (図2)およ
び 対照 と な る セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
(5
'
-AG C C G G A A C A G C A G T T C-3') を D N A合成装置 モ デ ル
392(Applied Biosyste m s) を 用 い て 合 成 し , AQU A P OR E
R P-300カ ラ ム (Applied Biosyste m s)を 用い た 逆祁分配高速液
体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に て 精製 した . フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト
型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ通常の フ ォ ス フ エ イ ト塾
に 比 し安定性が高く ∴細胞 へ の 取 り込み 効率も良好である こ と
が 知られ て い る15).
Ⅴ . 細胞増殖 7 ッ セ イ
1 . 生細胞数の 算定
細胞 を24穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (Costar, Ple as a nto n,
U S A) に 播種後経時的 に0.2 5% ト リ プ シ ソ で 分 散 し , 0 .17%
(w/v) トリ バ ン プル ー を 含む培地で希釈 し血 球計算板 を用い て
生細胞数を算定 した 用 .
2 . D N A合成能の 測定
細胸 を24穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に 各穴あ た り 2×1 01 個
播種 し, 細胞の 接着を 確認 した うえ で 無血 清培地 に 交換 し24時
間培養 した . そ の 後各濃度の A G E-B S A を培地 に 加え , 20時間
後既述 の 方法-5)に 従 い D N A合成 を測定 し た . す な わ ち ,
1FLCi/rnl の 濃度で [3H]チ ミ ジ ン (82.9Ci/m m ol, N E N Res e arch
Produ ct, W ilmingto n, U S A) を加 え 4時間培養後 , 水冷10% ト
リ ク ロ P 酢酸 (trichr olo a c etic a cid, T C A)を 加え20分間氷上に
静置 して 細胞を 固定 し , つ づ い て 細胞を 水冷 5% T C Aで 3回
洗浄後 , 1 N NaO H 200〃lを 加え室温20分間の 振塗に よ り溶解し
た . 1 N H C1 200FLl で 中和後 , 全量を 10ml の 液体 シ ソ チ レ ー
タ ー と 混和 し
3
H 放射活性を測定 した . ア ン チ セ ン ス あ る い は
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド添加実験の 際に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ドとと もに 1pg/mlの A G ETB S A を培地に 加 え 4時間後に 酸不
溶性分画 へ の [3H] チ ミ ジ ン 取 り込み を 測定 した .
Ⅵ . 杭 ヒ ト P D G F-B B抗体に よ る中和実験
種 々 の 濃 度 の 抗 P D G F-B B 抗 体 (R& D Syste m s ln cリ
M in n e apolis, U S A) 存在下に 1FLg/ml A G E-B S Aを 培地 に 加
lrre v er$ible $tage
→･ →･ う･ A G E
(Advan ced
glyc atio n
e ndpr odu ct$)
Fig･1･ T he reactio ns of glu c o sewith a min ogr o up of pr otein stofo r mthe a m adoriprodu cts, and the nirr ev ersible A G E.
1 64
え , 20時間後 の D NA 合成を測定 した . 中和率は A G E-B S A非
存在下の [
ユHl チ ミ ジ ン 取 り 込 み の 放 射活性 を Co, 1捕/ml
A G E-BS A存在下 の 放射活性を Cl と し . 各濃度 の 抗体添加時




Ⅶ . 総 R N Aの 分離
6穴ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に 各 条件下 で 培養 した 細胞 か ら
C ho m c zyn skiら
1丁)の 方法に 基 づ い た IS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ
ー
ン , 東京)を 用 い て 総 R NA を抽出精製 した . すな わ ち 1 穴あた
り 1ml のIS O G EN を 加 え据拝 し , 室 温 で 5 分間放置後 ,
0.2氾1 の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て激 しく振塗 した . 4 ℃, 12,000
×g に て1 5分間遠 心 乱 上帝 を 回 収 しイ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を
0.5ml 加え室温で 5分間放置 し, 4 ℃, 10,000× glO 分間の 遠心
で R N A を沈澱 さ せ た . 沈澱物を75% エ タ ノ
ー ル で 洗 い 減圧乾
燥 した後 に 吸光定量を行い 至 適濃度に 調整 した ･
Ⅶ . 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応(r e v e rs etr a n s cription -
P C R, RT - P C R) とそ の産物の サ ザンプ ロ ッ ト解析
Ge n eAm p R N AP C R キッ ト (Perkin-Elm er Cetu s,
Nor w alk. U S A)を用 い , まず総 R N A を鋳型と して逆転写酵素
に て cD N A を合成 し, つ い で 各 mR N Aに 特異的な プ ラ イ マ
ー
を 用い て Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ に て cD N A断片 を増幅 し
た . 反 応 に は D N Aサ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Perkin -Elm e r
Cetu s) を 使用 した
一8)
. 増幅後の D N Aを 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
て 電気泳動後 , ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー に 転写 し, 紫外線 に て国定
した . つ い で フ ィ ル タ ー を50% ホ ル ム ア ミ ド , 5 × 食 塩- リ ン
酸 ソ ー ダ ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 液 (s alin e s odiu m
phosphate ethyle n edia mine tetr a ac etic a cid,S S P E).5× デ ン
ハ
ル ト 液 (0.1 % ポリ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン , 0･1 % B S A, 0･1% フ ィ
コ ー ル), 1% SD S, 500〟g/ml 変性 サ ケ 精子 D NA(Sigm a)か ら
な る溶液中で50℃ 上 6時間プ レ ハ イ プリ ダイ ズ させ た 後 , 50%
ホ ル ム ア ミ ド, 5× SS P E, 5× デ ン ハ ル ト液 , 1 % S D S, 500p g/
ml変性サ ケ 精子 D N A,
32
















Fig■2･ Antise n se oligode o xyribo n u cle otide again st hu m a n
R A G Em R N A. T he a ntis e n s eD N A is c o mple m e nted to
the 5
'
r egio n of R A G Em R N A. T he s e c o ndary str u ctu re
of the mR N Ar egio n w a.s pr edicted by the algorithm of
Zuker a nd Stieger
32)
.
10pmole か らな る溶液中で55 ℃, 1 6時 間 ハ イ プ リ ダイ ズ さ せ
た . プ ロ ー ブ標識 に は , D N A 5
'
末 端標識 キ ッ ト (宝酒造, 京
都) と[T-32P】 ア デ ノ シ ン 三 リ ソ 酸 (N E N Re se ar ch Pr odu ct) を
使 用 し た13). ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 , フ ィ ル タ ー を
2× S S C, 0.1 % S DS に て 室温 で20分間, つ い で 0.5× S S C,0.1 %
S D Sに て室温 で20分間 , そ れ ぞれ 1 回 ず つ 洗 浄 し , 一 8 0 ℃ で
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を行 っ た . さ らに バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ
ライ ザ ー F UJIX B Al OOO(富士 フ ィ ル ム , 浜松)に よ り放射活性
の 測定を行 っ た .
成 績
I . A GE に よ る Mia PaCa -2 細胞の 増殖促進
図3 に 種 々 の 濃度の A G E-B S A存在下 お よび 1Jlg/mlの 非糖
化 B S A存在下 で24時間培養 した ヒ ト膵癌細胞 M ia PaCa-2 細
胞の D N A合成を 示 した . A G E非添加時の D N Aへ の 【
3
H]チ
ミ ジ ン 取 り込み を100% と して 表すと , A G E ほ濃度 に 依存 して
M ia PaCa-2 細胞 D N Aへ の [
3
H] チ ミ ジ ン 取 り込み を 増大さ
せ , 1FLg/ml で はコ ン ト ロ ･ - ル に 比べ 約 25% D N A合成を促進
させ た . しか し , 非糖化 BS A ほ M ia PaCa-2 細胞の D N A合
成に は ほ とん ど影響を及ぼ さ な か っ た . また , 図 4に 示す ごと
く 1p g/ml A G E は検討 した い ずれ の 時点 に お い て も有意に
Mia PaCa-2 細胞数を増加 させ , 2 4時間後 の 生細胞数 は コ ン ト
ロ ー ル の 約1.5倍 に 達 した . 非糖化 BS Aは M ia PaCa-2 細胞数
に も何 ら影響 を及 ぼ さ なか っ た .
Ⅲ . A G E に よ るP D GF- A, -B 遺伝子の 発現誘導





















Fig. 3. Effe ct of A G Eon D N Asynthesis in M ia PaCa-2
c ells. Cells w er egr o w nin the pr es e n c e or abs e n c e of O･1,
0.5, 1 p g/ml A G ETB S A(A G E) o rl pg/ml n o n-glycated
B S A(B S A)∫ a nd a ss ayed for【
3H]-thymi din ein c orpor ation･
Each c olu m n r epr e se nts 支 ±S E Moftriplic ate e xperim e nts
a nd is e xpr es s ed a s per c e nt of the c o ntr ol witho ut
ad ditv es; V ertic al bars sho w S EM. *P<0.05, C O mpar edto
the v alu e witho ut A GE-B S A, * *P<0.05, C O mpa red to the
v alu e with n o n-glycated B S A(Stude nt
'
s t te st).
後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞の 増殖促進機構
現が どの よ うに 影響 され る かを R T-P C R法 に て調 べ た ･ こ の
ためま ず M ia PaCa-2 細胞 よ り分離 した 総 R N Aを鋳型 と して
鋳型量と サ イ ク ル 数に 対 して 産物 シ グ ナ ル 強度を プ
ロ
ッ ト した
検量曲線を乱 P D G F-A,-B m R N Aとも に 定量性をもつ と判定
され た鋳型総 R NA 量ほ 300ng, 増 幅 サ イ ク ル ほ そ れ ぞれ3 5
臥 30回 の 条件 で R T-P C R反応を行 っ た ･ 内部対照 の β7 ク





















Fig. 4. Effe c t of A G Eo nM ia PaCa-2 c eLlgrowth･ Cultu re
period afte rthe addito n of A G E-B S A is ndic ated o nthe
abs cis sa, a nd viable c eIln u mbe r o n the ordin at e. T he
c eus w er e cultu r ed in the pres e n c e(⑳)o r abs e nc e(□) of
l pg/ml of A G ELB S Aorl p g/ml of n o
.
n-glyc at ed B S A
(○). Ea ch point pre s e ntsthe m e a nfortrlPlic at e e xperim-
e nts ;S E Mar e s m aller tha n the symboIs. * P<0.05,
c o mpar ed to the value witho ut A G E-B S A, * * P<0･05,








Fig･5･ A G E-indu c ed upr egulatio n of P D G F-A a nd -B
m R NAs･ Total R NA fr o m c ells c ultu r ed in the pr e se n c e
Or abse n c e of lpg/ml of A G E-B S A fo rindic ated tim e
periods w er e a n alyz ed by R T-PCR. Arr o w sindic ate sthe
positio nsto which the R T-P C Rprodu cts of P DGF-A, -B
m R N Amigrated. Lo w erpa n el sho w s sign als forβ- aCtin
mR NA.
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サ イ ク ル 30回 の 条件で 行 っ た . 1〃g/ml の A G E を培地に 添加
しそ れ ぞれ 0, 2, 4, 8 時間後に M ia PaCa-2 細胞か ら給 R N A
を 分離 し , 上 記 の 条 件 下 で R T-P C Rを 行 い P D G F-A, -B
m R N Aレ ベ ル を 検 討 し た 結果 が 図 5 であ る . P D G トA
m RNA レ ベ ル ほ A G E添加後2時間で約 2倍に 増加 さ れ た に
すぎな か っ た が , P D G F-B m R N Aレ ベ ル は 2 時間後 で 約6. 5
倍, 8時間後でも約 2倍誘導 され た . 一 方 , 対照の β-ア ク チ ン
m R N Aレ ベ ル ほ全経過を通 じて 不 変で あ っ た .
Ⅲ . Mia PaCa -2 細胞にお け る P D G トα, -β 受容体の発現
P D G F受容体ほ a 鎖また ほ β鎖 の 2種類 の ポ リ ペ プチ ドか
らな る 2量体で αα, α乱ββの 3種類の ア イ ソ フ ォ ー ム が存在す
る こ と が 知 ら れ て い る
19)
. P D G トα 型 受 容体 は 3 種煩 の
P D G F7 イ ソ フ ォ ー ム い ずれ と も結合で き る の に 対 し, β型受
容体ほ P D G F-BB と は よ く結合す る が , P D G F-A Bと の 親和性
は低 く , P DGF,A Aとは 全く結合 しな い こ と が知 られ て い る20).
そ こ で M iaPaCa-2 細胞 に お け る P D G F受容体 m R N Aの 検出
を鋳型総 R N A量 300ng, 増幅サ イ ク ル 数30 回の 条件下で定量
的 R T-P C R法 で 行 っ た と こ ろ , 図 6 に 示 す ごとく α 型受容休
遺伝 子 の 発現ほ 極め て 弱く M ia PaCaM2 細胞ほ 主 に β受容体遺
伝子 を発現 して い る こと が 明 らか と な っ た . 従 っ て A G Eに よ
る M ia PaCa-2 細胞 の 増殖促進効果 に は 主 と し て P D G F-B,
P D G F-β受容体系が関係 して い る も の と考 え られ た .
1V. 坑 P DGF- B B抗体に よ る AGE の細 胞増殖促進作用の
中和
A G Eに よ る M ia PaCa→2 細胞の 増殖誘導の 主 た る 因子が
P D G F-B で ある か どうか を 明 ら か に す る た め ヒ ト P D G F-B B
に 対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を培地に 加 え A G E存在下の M
PaCa-2 細胞 の D N A合成能に お よ ば す影響 を検討 した . 図7 に
示 す如く抗 P D G F-B B抗体は膿度依存的 に A G Eに よ る M ia
PaC針 2 細胞の 増殖促進効果を抑制 した . 約 50pg/ml の 抗体投
与で ほ A G E効果は ほ ぼ完全に 消失し た .
Ⅴ . 7 ンチ セン ス R AGE D N Aに よ る A G Eの P D GF-B
遺伝子発現誘導 ･ 細胞増殖促進作用の防止
AG Eが RAG Eを 介 Lて P D G F-B の 遺伝子発現を促進 し ,
M ia PaCa-2 細胞 の 増殖誘導に 関わ っ て い るか ど うか を 明 ら か










Fig. 6.. R T-P C Ra n alysis of P D G F- α a nd -β r e c eptor
m R N As in M ia PaCa-2 c ells ･
.
1a n el･ e XPre SSio n of
P D G ト Age n e; 1a n e2, e XPr e SSIO n Of P D G F- α r e C eptOr
ge n e; 1an e3, e XPr e SSio n of P D G F-B ge n e ;1a n e 4,
e xpr es sion of P D G F-βr e ceptorge n e. Nu mbers o ntheleft
indic ate siz e m arker sin ba sepair s.
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AntトP D G トB Ba ntibody(pg/ml)
F ig･ 7･ Ne utr alizatio n of A G E-depe nde nt D N Asynthe sis by
a nti-hu m a nP D G F-B B antibody. T he abs cis s aindic ate s
C O n C e ntr atio n s o王 anti-P D G F-B B a ntibody added to the
m edium , a nd the ordin ate the per c e ntage of n e utr a-
1ization . The perce ntage of n e utr aliz atio n w a sdefin ed a s
Cl - C｡
Cl - C8
×100 %, WhereCo w asthe radio activity of[
3
H】-
thymidin ein c orporated into the c ultur ewitho ut AG E-B S A
While Cp a nd C- W er etho s efor c ultur e str e ated by
A G E-B S A in the pre s e n c e o r abse n c e of a nti-hu m a n
P D G F-B B a ntibodie s, r eSPe Ctiv ely. A c ur v elinking
Sym boIs at O and 50pg/ml w a sdedu c ed. Ve rtic al bar s






















C A S A S
Fig. 8･ Effect of a ntis e n seR A G Eoligo n u cle otides o nthe
A G E 壷du c ed in c re a s ein M ia PaCa-2 synthe sis of D N A.
Cells w e re c ultured with l /唱/ ml A G E-B S A in the
pre sence or absen c e of oligo m ers or with n eithe rA G E-B S A
Or Oligo m ers. T he perc entage of[
3
H]-thymidin ein c o rpor a-
tio nis indic ated o nthe o rdin ate. Ea ch c olu m n repr e se nts
支 土S E Mof triplic ate e xperirn ents. *P < 0. 5, C O mpar edto
the v alu e with A G E-B S A alo n e(Stude nt
'
s t te st). C,
C O ntrOI witho ut additv e s; A, 1 〟g/ml AGE-BSA;S, 1 pg/
PI A G E-B S Aplu sl OFLM s e n s e oligo m ers; A S, 1 FLg/ml
A G E-B S Aplu sl O/`M a ntis e n s e oligo m er s.
C A S A S
一 ヰ P DGF日層
ヰ R A G E
車 β= a ∈竜強
Fig･ 9･ Re v er sal of A G EJindu c ed upregulatio n of P DG F-B
m R N A by a ntis en s e oligo n u cleotides again st R AG E
m R N A･ Total R N A fr o mc ultu r eswith lpg/ml A G E-B SA
(A) or witho ut A G E-B S A(C) a ndfr o m tho s ewith both
A G E-B S Aa nd lOpM s e n s e(S)/a ntis e n s e(A S) 01igo n ucト
e otide s w er e a n alyz ed by R TrP C R. Arrow s indic ate the
R T-P C Rprodu cts of P D G F-B a nd R A G Em R N As. Lo w er
pa n elshow s sign alsforβLaCtin mR N A. T he a ntis en s e-ind-
u c ed dec r e as ein R A G EmR N Ac o uld be a sc ribed to an
R Na s eH-driv e ndegr adatio n ofta rget m R N A.
ゴ ヌ ク レ オ チ ド( 図2) を作製 し AGE に よ る M ia PaCar2細胞
の D N A合成促進作用 に お よぼ す効果を検討 した . 図 8に 示す
ごとく , 10/JM の 濃度の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投
与 に よ り 1p g/mlの A G E添加に よ る D N A合成促進効果はほ
ぼ 完全 に 抑制 され た . 一 方 , セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ
A G E効果 に ほ ほ と ん ど影響を与 えな か っ た . さ ら に ア ン チ セ
ン ス お よ び セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与下 に お け る R A G E
お よび P D G F-B 遺伝子 の 発現 に つ き定量的 RT-P C R法に て 鋳
型総 R N A量 300ng, 増幅 サ イ ク ル 30 回の 条件下で 検討 した .
図9 に 示 す ご とく R A G Em R N Aレ ベ ル ほ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に よ り約50%に ま で 抑制 され , さ ら に A G Eに よ
る PD G F-B 遺伝子発現誘導効果も ほ ぼ 完全に 抑制 され た . し
か し, セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ RA G E や P D G F-B 遺伝子
発現に ほ 全く影響を与 えな か っ た .
考 察
糖尿病 と膵癌の 関係 に つ い て ほ 古く か ら議論 の 多 い21)22)と こ
ろ で あり糖尿病自体が膵癌の 危険国子の 一 つ で ある の か , ある
い ほ膵癌が発症す る こ とに よ っ て 結果的に 糖尿病 が発症 してく
る の か 明 らか で ほ な い . しか し , 最近の 統計学的解析 に よ り膵
癌 の 相対危険率ほ糖尿病群の 方が 非糖尿病群 に比 して有意に 高
い こ とが 示 され
7)
, 糖尿病 が輿煙 と同様に 独 立 した 危険国子と
して認め られ る傾向に ある . 本研究で筆者は l 糖尿病状態で膵
癌 が ど の よう に 増悪進展す るか を 高血 糖状態 で そ の 形成が 促進
的に 生 じる A G E に着目して 追及 した . そ の 結果 , A G E が培養
ヒ ト膵癌細胞 の 増殖を促進 しう る こ と が 見い 出 され , さ らに こ
の A G Eに よ る増殖促進効果は 主 と して R A G E を介する オ ー
トク リ ン P D G F-B の 産生先進に よ る こ と が は じめ て 示され た .
後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞 の 増殖促進機構
‖ype咽琶ye e m岳a 野田済『距隠隠
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T G F- α
bF G F
Fig. 10. A possible m e cha nis m of A G E-indu c ed pr ogr es sio n of pa n cre atic c a n c er･
M ia PaCa-2 細胞に つ い て ほ , 表皮増殖因子 (epider m algr o wth
factor, E GF)
23)
, α 型 ト ラ ン ス フ ォ p ミ ン グ増殖因子 (tra n sfor,
ming gr o wth fa ctor
- α
,
T G F-α)24), イ ン ス リ ン 様 成長 因 子-I
(in s ulinlikegr o wth facto r-I,I G F-I )
25)が オ ー ト ク リ ン に 作 用 し
増殖を促進 して い る こ と が知 ら れ て い る . した が っ て , A G E
に よ り細胞周期の G｡ か ら GI へ の 導入 を促進する コ ン ビ ー テ ン
ト因子で ある P D G F-B の 塵生が誘導 さ れ る こ と に よ り こ れ ら
の プ ロ グ レ ッ シ ョ ン 因子 と と もに M ia PaCa-2 細胞の 増殖 が加
速度的に 促進 され るも の と 考え られ る . ま た , A G E ほマ ク ロ
フ ァ ー ジに お い て P D G F分泌を介 して IG F,I の 産生を克進 さ
せ る事実
26)2T) も あ り , M ia PaCa-2 細胞 に お い て も A G E が
P D G F-B を 介 し, IG F-I な どの プ ロ グ レ ッ シ ョ ン 因 子の 産生
を同時に 誘導 し, M ia PaCa-2 細胞 の 増殖に 深く関わ っ て い る
のか もしれ な い .
A G E が R A G Eに よ っ て 認識され た後 , い か な る情報経路を
介して P D G F-A,-B 遺伝子発現を誘導する か に つ い て は 不 明 で
ある . しか し, 近年 Schmidt ら2
8)に よ り血 管内皮細胞 に お い て
A G E が R AG Eに 認 識 さ れ た 後 , 酸 化的ス ト レ ス を誘導 し転
写因子 で ある核内因 子-ICB(n u cle arfacto r一差B , N F-KB)の 活性化
を介して 内皮細胞機能 に 影響を及ぼす こ と が 報告され て い る .
一 方 , 平滑筋細胞に お い て は 02∴ H202 な どの 酸化的ス ト レ ス
がプ ロ テ イ ン C キナ ー ゼ (pr otein kin a s eC , P K C)の 経路 を介 し
て細胞増殖を誘導 しうる と い う報告もあ り2
9)
, A G Eに よ っ て活
性化 さ れ た 酸化的 ス ト レ ス が P K Cの 経 路 を 介 し て P D G F-
A.-B 遺伝子発現 に 影響を 及 ぼ して い る可 能性も考 え られる .
血管内皮細胞 に お い て は P K C は主と して P D G F-B遺伝子誘導
を 2～ 4時間で 約8倍 ひきお こ す こ と が 指摘され て お り30), 本研
究で み られ る A G Eに よる P D G F-B 遺伝子誘導と類似 して い
る ･ 従 っ て 今後は ホ ル ポ ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ィ ト(phorbol
myristate ac etate, P M A) の 前処置 に よ り C キナ ー ゼ 系 を ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー ト31)した り , ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー を 用い て ,
AG Eに よ る P D G F遺伝子誘導に つ な が る R A G E以降の シ グ
ナ ル 伝達機構 を解 明 して い きた い .
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以 上 , 本研究 で 得 られ た知見か ら , 筆者は糖尿病に おけ る膵
癌の 増殖誘導機構 に 関する 一 つ の モ デ ル を提唱 す る . 図10に 示
す よ うに , 高血糖 に よ り A G E が集積する と膵癌細胞に 発現 し
て い る RAG E を介 し, P DGF-B 遺伝子発現が誘導 され , 産生
され た P D G F-B が P D G F-β レ セ プ タ ー を 介 して オ ー ト ク リ ン
に 作用 す ると い うも の で ある . こ の モ デ ル に 従 え ば , 上 記の 過
程 の どこ か の 段 階を断 ち切る こ と で 糖尿病合併例 に お ける膵癌
細胞 の 増殖 を阻止 , あるい は 軽減す る こ と も理 論 上可 能と 考え
る . 具 体的 に ほ , 高血 糖状態の 改善 , A GE 合成 ･ 蓄積の 防止 ,
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る R A G E遺伝子 の ブ
ロ
ッ ク , 特異抗体に よ る P D G F-B の オ ー ト ク リ ン 作 用 の 中和
と い っ た 手段 が 考え られ る .
結 論
糖尿病状態 で 促進的に 形成 され る A G E が培義膵癌細胞の 増
殖に どの よ う に 影響する かを 検討 し, 以~｢Fの 新知見を得た .
1 . 培養膵癌細胞 M ia PaCa-2 細胞の 増殖 は AG Eの 濃度に
依存 して 促進 され た .
2 . A G E は Mia PaCa-2 細胞の P D G F,B mR N Aレ ベ ル を
増 大 さ せ , 抗 ヒ ト P D G F-B B 抗体 は A G Eに よ る Mia
PaCa-2 細胞 の D N A合成を ほ ぼ 完全 に 抑制 した .
3 . R A G EmR N Aに 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド投与に よ り A G Eの Mia PaCar2 細胞の D N A合成促進 およ
び PD GF-B 遺伝子発現誘導効果ほ ほ ぼ 完全に 抑制され た .
以上 の 結果よ り, AGE は培養膵癌細胞 M iaPaCa-2細胞 の 増
殖を誘導 し , こ の 増殖誘導に は R A G Eを介す るオ ー ト ク リ ン
P D G F-B の 産生先進 を介するも の と結論 され た .
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